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　　　　　resistance　Proteinの発現とGe丘tinibの治療効果
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【要旨】　目的．ゲフィチニブは非小細胞肺癌に対する代表的な分子標的治療薬であり、上皮成長因子受容体
（epidermal　growth　factor　receptor；EGFR）のチロシンキナーゼ阻害により細胞の増殖や分化を抑制する。ゲ
フィチニブは特定のEGFR遺伝子の突然変異により高い感受性を示すことが知られている。しかし、　EGFR
遺伝子突然変異が存在するにも関わらず、ゲフィチニブに反応しない患者も存在する。本研究では非小細胞
肺癌におけるbreast　cancer　resistance　protein（BCRP）の発現とゲフィチニブの感受性の関連について検討し
た。対象と方法．術後再発した非小細胞肺癌48例を対象とした。切除標本を用いて免疫組織化学染色法によ
るBCRP発現とEGFR遺伝子のexon18－21突然変異を判定した。術後再発に対してはゲフィチニブ治療を
行い、治療効果を判定した。結果．48例中BCRP発現は7例（14．6％）に認め、　EGFR遺伝子の突然変異は
17例（35．4％）に認めた。突然変異症例においてゲフィチニブ治療に反応しないものは1例のみであり、この
1例にはBCRP発現が確認された。結論．　BCRPは非小細胞肺癌のゲフィチニブ治療に対する耐性獲得因子
として作用すると推定される。
はじめに
　上皮成長因子受容体（epidermal　growth　factor　rece－
ptor：EGFR）は特異的チロシンキナーゼ活性を伴う
細胞膜を貫通する糖タンパクである1）2）。EGFRはチロ
シンキナーゼ型受容体の中でErbB／HER　familyに属
しており、リガンド活性化因子によってホモニ量体ま
たはヘテロニ量体を形成し、細胞内領域でのチロシン
残基のリン酸化が起こり、細胞内でのEGFRシグナ
ル伝達によって転写活性化が高まる。
　EGFRのシグナル伝達は分化、増殖、細胞運動、そ
して生存を含む多様な生理学的反応を規定してい
る3）。このシグナル伝達系の異常活性化は非小細胞肺
癌を含む様々な上皮性腫瘍の成長に関与している4）5）。
この癌化過程を阻害するEGFR阻害剤の開発に多大
な努力が注がれてきた。有効な2つの方法として
EGFRチロシンキナーゼ活性を特異的なターゲット
とする小分子阻害とモノクロナール抗体が知られて
いる。ゲフィチニブ（ZDI839，　Iressa⑧，　AstraZeneca
Pharmaceuticals，　London，　United　Kingdom）は経口投
与が可能な選択的、可逆的なチロシンキナーゼ活性阻
害剤であり、EGFRシグナル伝達系をブロックす
る6）7）。すなわち、選択的に癌細胞の増殖や生存に関与
するシグナル伝達系を阻害する8）。
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　近年、なぜゲフィチニブはある特定の患者で効果を
示すが、また別の患者では効果を示さないかについて
興味深い報告がある9）10）。非小細胞肺癌における体細
胞突然変異は、主にチロシンキナーゼ領域の活性化部
分に集中しており、ゲフィチニブの感受性増加に関与
していた。
　例えば、およそ90％の突然変異はexon19の欠失変
異かexon21のコドン858の点突然変異であり、
EGFRの遺伝子増幅がゲフィチニブの感受性に関与
していた。EGFR突然変異を持つ患者の約80％はゲ
フィチニブに反応し、突然変異を持たない患者では
8％しか反応しない。一方、ゲフィチニブに対する耐性
獲得の約半分の患者にはexon20のコドン790での第
2突然変異（T790M）があると報告されている11）。
　P糖タンパク質やいくつかの薬剤に対する耐性タ
ンパクであるABCG2を含むATP結合カセットタン
パク質は広い範囲の抗癌剤を細胞外に排出して多剤
耐性の原因となっている12－14）。これらのタンパク質は
様々な化学療法薬剤の分化、代謝、排出、そして毒性
を変化させ、多剤耐性を克服する有望な標的分子と考
えられている15）16）。
　ABCG2は幹細胞の細胞膜、胎盤、肝臓、小腸、大
腸、肺や腎臓に存在し、異物からの保護や解毒を担っ
ている12）17－19）。多剤輸送タンパクの1つである
ABCG2はミトキサントロンやトポテカンを能動的に
輸送し、その過剰発現は腫瘍での多剤耐性原因となっ
ているといわれている12）20－23）。近年、ABCG2がゲフィ
チニブを含むいくつかのチロシンキナーゼ阻害薬と
高い親和性を持っていることが示された。さらに、
ABCG2が能動的にゲフィチニブを細胞外へ輸送し、
チロシンキナーゼ阻害薬の細胞毒性効果から腫瘍細
胞を保護しているという報告もある24）。臼田らは、ゲ
フィチニブに対する耐性にはABCG2の1つである
breast　cancer　resistance　protein（BCRP）が関与してい
ると報告している25）。
　本研究では、非小細胞肺癌におけるBCRP発現がゲ
フィチニブの感受性にどのような影響を与えるかに
ついて検討した。
材料と方法
　材料
　東京医科大学外科学第1講座で1992年から2004
年に切除された非小細胞肺癌48症例の切除標本（腺
癌38例、扁平上皮癌7例、大細胞癌2例、そして、多
形癌1例）を使用した。これらの切除標本は全て術後
再発に対してゲフィチニブが使用され治療効果が評
価された。患者の年齢は35から91歳（平均55．3歳）。
男性は35人で女性は13人組あった。非喫煙者は喫煙
歴のない症例で、喫煙者は過去や現在の喫煙している
ものとした。非喫煙者は17例（355％）で、男性は35
人中8人（23％）、女性は13人中9人（69％）が非喫煙
者であった。ポジティブコントロールにはBCRP発現
が確認されているA431細胞株を染色手技や切除標本
の染色の程度を確認する目的にて使用した。
　治療効果判定
　ゲフィチニブの治療効果判定はRECIST（Response
Evaluation　Criteria　In　Solid　Tumors）の基準にした
がって、complete　response（CR）、　partial　response（PR）、
stable　disease　（SD）．　progressive　disease　（PD）．　not
evaluable（NE）に分類した。
　免疫組織化学染色法
　免疫組織化学染色法は特別な言及がない限り室温
内で一連の手順が行われた。パラフィン固定標本ブ
ロックから4μmに薄切した検体組織をスライドガラ
スに貼り付け、60℃で30分問乾燥させた。キシレンで
脱パラフィン後エタノールにて脱水し、その後0．3％
過酸化水素水に30分間浸し内因子ペルオキシダーゼ
をプロッキ・ングした。抗原賦活化処理のため、クエン
酸緩衝液（pH　6．0）に浸しオートクレーブにかけ
（121℃15分間）、PBSにて洗浄後100倍希釈した
BCRP抗体（COSMO　BIO　CO．）で検体組織を覆い
4℃で一晩反応させた。
　スライドをPBSで洗浄後200倍希釈したビオチン
標識マウスIgG抗体（Vector　Laboratories，　Burlin－
game，　CA）で覆い、30分間室温にて反応させた。さら
にPBSで洗浄し200倍希釈したアビジンービオチン標
識酵素複合体（VECTASTAIN　ABC　kit：Vector　Lab－
oratories）で覆い30分間室温にて反応させた。
　最後に切片をPBSで洗い、0．006％過酸化水素水を
含むTris－HCI（pH　7．6）の中の0．2　mg／mlジアミノベ
ンジン（DAB）に入れ、10－20分間反応させ、その後、
ヘマトキシリンで染色し脱水して封入した。
　EGFR突然変異の分析
　ゲノムDNAは切除標本の腫瘍細胞から採取され
た。我々は以下のプライマーリストにしたがって、
EGFRのチロシンキナーゼ領域のexon18－21のシー
クエンスを行った。4．5μ1の反応促進物と0」25μ1の
TaKaRa　Ex　Taq　HS、100　ngのDNA検体と0．5μ1の
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それぞれのプライマー（SRL，　Tachikawa－shi，　Tokyo
Japan）を使用し、72℃、30サイクルにて反応させた。
PCR反応物は、　the　3100　Genetic　Analyzer（Applied
Biosystems，　chuou－ku，　Tokyo，　Japan）にて解析した。
　Primers　for　mutation　analysis　were　as　follows：
exon　18－CCTTGTCTCTGTGTTCTTGT　（Forward），
CTGCGGCCCAGCCCAGAGGC　（Reverse）；
exon　19－CATGTGGCACCATCTCACA　（Forward），
CCACACAGCAAAGCAGAAAC　（Reverse）；
exon　20－CTCCCTCCAGGAAGCCTACGTGAT
（Forward），　TTTGCGATCTGCACACACCA
（Reverse）　；
exon　21－CAGGGTCTTCTCTGTTTCAG　（Forward），
TAAAGCCACCTCCTTACTTT　（Reverse）．
結 果
BCRPの免疫組織化学染色分析
BCRP発現は免疫組織化学染色法によって確認さ
Fig．1　BCRP　expression　shows　by　immunohistochemical　stain－
　　　ing　and　detectable　in　7／48．　This　staining　pattern　is
　　　plasma　membrane　staining　and　detected　in　6／7．
Fig．2　BCRP　expression　shows　by　immunohistochemical　stain－
　　　ing　and　detectable　in　7／48．　The　nuclear　staining　pat－
　　　tern　was　detected　i　n　1／7．
れた。48例中7例（7／48］4．6％）が染色された。6例は
細胞膜が染色され、1例は細胞核が染色された（Fig．1，
2）o
　BCRP発現と年齢
　BCRP発現症例の年齢は46から76歳（平均61歳、
中間値63歳）であった。BCRP発現のない症例は35
から91歳（平均62．3歳、中間値65歳）であった。
B RPの有無によって症例の年齢に有意な差は認め
られなかった（ρ＝0．749by　Student’s　t・test）（Table　l）。
　BCRP発現と臨床因子
　BCRP発現症例7例の中で、6例が男性、1例が女性
であった。また、4例が喫煙者で3例が非喫煙者であっ
た。全ての症例において、これらの臨床的要因と
BCRP発現には有意な関係性はなかった（gender；
p＝0．378，smoking　status；p＝0．810）。また、男女それ
ぞれにおいてBCRPと喫煙歴に有意な差は認めな
かったψ＝0．883，p＝0．692）。女性の喫煙者にBCRP
発現症例は認められなかった（Table　2）。
　BCRP発現と組織分類
　BCRP発現7例中6例が腺癌（6／3815．8％）であり、
1例は扁平上皮癌であった（1／714．3％）。今回の結果か
らは組織とBCRP発現の間には関係性は認められな
かった（adenocarcinoma　or　non－adenocarcinoma，、ρ＝
O．546　by　Fisher’s　exact　test）　（Table　2）．
　BCRP発現とEGFR突然変異
　EGFR突然変異は非小細胞肺癌48例中17例に認
められた。17例の突然変異の内訳は、exon18のG719S
の突然変異、exon　l　9の欠漏変異が10例、　exon20の突
然変異が0例、exon21のL858Rの突然変異が6例で
あった（Table　l）。突然変異と臨床的要因の問には関
連性はなかった（gender；p＝0．104，　smoking　status；
p＝0．212）。しかし、突然変異と腺癌との間には有意な
関係性が認められた（adenocarcinomas　l　7／38：44．7％
versus　non－adenocarcinomas　O／10：0％，　p＝O．oo678）
（Table　3）．
　BCRP発現はEGFR突然変異をもつ非小細胞肺癌
17例中2例に確認された。EGFR突然変異の有無と
BCRP発現には関連性はなかった（28，6　versus　36．6％，
p＝O．520）　（Table　2）．
考 察
　ゲフィチニブは非小細胞肺癌に対して臨床応用さ
れているが、中にはこの治療法に抵抗性を示す症例も
あり、その分子機序の解明が待たれている。ゲフィチ
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Table　1　Clinicopathological　facters，　EGFR　mutation　and　BCRP　expression　in　patients
Patient　BCRP　Exon儒§。Ag・ GenderPathological　Smoking　Response　　Type　Status　to　treatment
　1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
十
十
十
十
十
十
十
18
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
21
21
21
21
21
21
G719S
Del　15bp
Del　15bp
Del　15bp
Del　15bp
Del　15bp
Del　15bp
Del　15bp
Del　18bp
Del　18bp
De124bp
L858R
L858R
L858R
L858R
L858R
L858R
62
65
59
66
63
35
65
76
58
58
73
68
70
55
59
52
59
69
59
61
68
45
66
58
66
67
67
75
63
67
57
73
72
55
51
69
46
47
53
44
70
47
68
57
68
69
72
91
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Feinale
Male
Female
Female
Male
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Male
Male
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Male
Male
Male
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adneo
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　　SCC
　　SCC
　　SCC
　Adeno
　Adeno
Pleomorphic
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　　SCC
　Adeno
　　LCC
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　　SCC
　Adeno
　Adeno
　　SCC
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　Adeno
　　SCC
　　Adeno
　　Adeno
　　Adeno
　　LCC
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
NE
SD
SD
PD
PR
PR
PR
SD
SD
SD
SD
SD
SD
SD
SD
SD
NE
PD
NE
SD
SD
PD
SD
SD
SD
SD
NE
PD
SD
PD
SD
SD
SD
PD
SD
NE
SD
SD
SD
PD
PD
SD
PD
NE
NE
CR
CR
NE
（BCRP＝breast　cancer　resistance　protein，　EG　FR＝epidermal　growth　factor　receptor，　Adeno＝
adenocarcinoma，　SCC＝squamous　cell　carcinoma，　Pleomorphic：＝Pleomorphic　carcinoma，
LCC＝large　cell　carcinoma，　CR＝complete　response，　PR＝partial　response，　SD＝stable　disease，
PD＝progressive　disease，　NE＝not　evaluable，　G＝＝glycine，　S＝serine，　L＝leucine，　R＝arginine，
Del＝＝delation）
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Table　2Correlation　between　BCRP　expressions　and　clinicopathological　factors　and　the　ratio　of
EGFR　mutation
BCRP（EGFR　mutation：％）　Non－BCRP（EGFR　mutation：％）
Gender
　Male
　　Female
Smoking　status
　Smoker
　Non－smoker
Pathological　findings
　Adenocarcinoma
　Non－adenocarcinoma
Tota1
6　（33．30ro）
1　（O％）
4　（2s．oo／，）
3　（33．30／o）
6　（33．30／o）
1　（O％）
7　（28．6Q／o）
29　（27．6％）
12　（58．30／o）
27　（29．60／o）
14　（50．0％）
32　（65．60／o）
9　（10090）
41　（36．6％）
Table　3　Correlation　between　EGFR　mutations　and
　　　clinicopathological　factors
Wild　type　Mutation
Gender
　Male
　Female
Smoking　status
　Smoker
　Non－smoker
Pathological　findings
　Adenocarcinoma
　Non－adenocarcinoma
25
6
22
9
21
10
10
7
9
8
17
0
ニブはEGFRを介するシグナル伝達系を選択的に抑
制し、腫瘍細胞に死を誘導することが知られている。
本研究は、非小細胞肺癌患者における、ゲフィチニブ
に対する抵抗性獲得にBCRPが関わっているか否か
を検討した。
　今回の研究では、ゲフィチニブの臨床における非小
細胞肺癌へのBCRPの薬剤耐性効果について調査し
た。ゲフィチニブは細胞内でのEGFRシグナル伝達
を阻害する有力な薬剤である。そして、それは生存に
必要なEGFRシグナルを阻害して細胞死を誘導す
る。
　ゲフィチニブに反応性を示す非小細胞肺癌では、
EGFR遺伝子のチロシンキナーゼ領域に突然変異が
観察される。この突然変異は腺癌に認められる頻度が
高く、EGFR遺伝子のexon18．19．21に限定されてい
る9）10）26）。突然変異を持つ患者の約80％はゲフィチニ
ブに反応し、約20％は反応しない。肺癌治療経過中に
認められるゲフィチニブに対する耐性獲得は約半分
がexon20に存在するcodon790（T790M）の2次突然
変異が原因であるn）。しかし、これで全ての突然変異
の持つ患者のゲフィチニブに対する耐性を説明でき
るわけではない。
　近年、Elkind　NBらはBCRPがゲフィチニブを能動
的に細胞外へ輸送し、これがゲフィチニブの細胞毒性
効果から腫瘍細胞を保護していると報告している24）。
さらに、ゲフィチニブの不適切な使用が日本人の毒性
リスクを上昇させ、毒性死を引き起こす原因となって
いるため、ゲフィチニブの適正使用が重要であると警
告している27）28）。
　今回の研究では再発腫瘍から遺伝子変異を調べる
だけの充分な検体を採取することができなかったこ
ともあり、BCRP発現と性別、年齢、組織型、喫煙歴、
そして、EGFR突然変異の関連性を明らかにすること
ができなかった。しかし、ゲフィチニブに対する治療
効果判定ができた16人分EGFR突然変異を持つ症
例の中で、治療に反応しなかった症例は1例のみ
（6．25％）であり、この症例がexon20の2次突然変異を
認めず、免疫組織化学染色法にてBCRPが陽性であっ
たということは注目に値する（P＝0」25）。さらに、染
色パターンの検討からゲフィチニブに対して抵抗性
を示した症例においてのみ、核染色が示され、BCRP
がゲフィチニブに耐性因子として作用している可能
性が示唆される。細胞内局在の違いによってβ一カテ
ニンの作用は異なることが報告されており、BCRPも
同様の機序によって作用している可能性もある。これ
らの点について、今後さらに検討を重ねたい。
　今回の研究結果によって、BCRPがゲフィチニブに
対する耐性因子として機能しているという可能性が
示唆された。この結果はゲフィチニブに抵抗性を示す
患者に対する新規治療法の開発に繋がるであろう。
（5）
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結 語
　　今回の結果からEGFR突然変異を持つ非小細胞肺
癌ではBCRP発現によって臨床的にゲフィチニブ耐
性を獲得する可能性が示唆された。BCRP発現が非小
細胞肺癌患者のゲフィチニブ治療の治療効果予測因
子の一つとなり得ると考えられた。
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Abstract
　　　　Objective．　Somatic　EGFR　mutations　correlate　with　hypersensitivity　to　gefitinib．　However，　there　is　a　subset　of　cancer
patients　with　EGFR　mutations　that　do　not　respond　well　to　gefitinib　treatment．　We　examined　breast　cancer　resistance　protein
（BCRP）　expression　and　sensitivity　to　gefitinib．　Materials　and　Methods．　We　studied　48　surgically　resected　non－small　cell
lung　cancer　（NSCLC）　with　postoperative　recurrence．　These　patients　were　examined　for　BCRP　expression　immunohisto－
chemically　and　mutations　of　EGFR　exon18－21．　Postoperative　recurrence　in　cases　treated　with　gefitinib　and　responses　were
assessed．　Results．　BCRP　expression　was　detected　in　7　of　48　（14．6％）．　EGFR　mutations　were　detected　in　17　of　48　（35．4Yo）．
In　cases　with　EGFR　mutation，　there　was　only　one　case　of　no　response，　which　was　also　found　to　have　positive　immunohisto－
chemical　staining　for　BCRP．　Conclusion．　Resistance　to　gefitinib　by　NSCLC　with　EGFR　mutation　may　be　recognized　by
BCRP　expression．
〈Key　words＞　Non－small　cell　lung　cancer，　Gefitinib，　BCRP，　EGFR，　Acquired　resistance
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